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Abstract 



PCT No. PCT/EP94/00090 Sec. 371 Date Aug. 30, 1994 Sec. 102(e) Date Aug. 30, 1994 PCT Filed Jan. 13, 
1994 PCT Pub. No. W094/16543 PCT Pub. Date Jul. 21, 1994Apparatus for the manipulation, processing 
and observation of small particles, in particular biological particles, is disclosed. A first laser (4) generates 
light beams in a first wavelength range, which are focused with a first optical device (12, 13; 14, 15) and form 
an optical trap. A object holder (22) serves to contain the relevant particles. In addition a light source (17) for 
observation light is provided, whereas observation and recording devices serve to observe particles: and 
record their behavior. A second laser (3) generates light beams in a second wavelength range, which are 
focused in order to manipulate particles in the object holder. The optical devices for the individual light beams 
can be positioned and focused independently of one another, and at the beginning of manipulation and 
observation the beams are focused in the same object plane of the object holder independently of their 
wavelengths. 
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Beschrefbung 

Die Erfindung bstrrfft eine Vorrichtung zur Handha- 
bung, Bearbettung unci Beobachtung klelner Teilchen, 
insbesondere biologischer Teilchen, umfassend minds- $ 
stens einen ersten Laser, der Lichtstrahlen in einem er- 
sten Welleniangenberelch erzeugt, die mit einer ersten 
optischen Einrichtung mil ausraichender Konvergenz 
lokussiert werden, urn in einem vorgegebenen Bereich 
eine optische Falle zu bildan; einen Objekttrager zur 10 
Aufnahme von Teilchen, insbesondere btologlschen 
Teilchen; eine Lichtquelie fur Beobachtungsiicht; und 
Baobachtungs- und Airizeichnungseinrichtungan, urn 
Teilchen in dem Objekttrager zu beobachten und ihrVer- 
halten aulzuzeichnen. is 

Die Erfindung betritt! weiterhin eln Vertahren zur 
Handhabung, Bearbeilung und Beobachtung kiainer 
Teilchen, Insbesondere bfologlscher Teilchen, bel dem 
die Objekte in einem Objekttrager mit mindestens einem 
ersten Laser, der Uchtstrahlen in einem ersten Wellen-^ 20 
ISngenberelch erzeugt, In einer optischen Falle flxlert 
warden und die Objekte mit Beobachtungs- und Auf- 
zelchnungseinrlchtungen beobachtet werden und/oder 
das Verhaiten der Objekte autgezeichnet wird. 

Eine derartige Vorrichtung ist beispielsweise aus 25 
der US-PS 4 893 886 bekannt, wobei mit elner soge- 
nannten optischen Falle gearbsitet wird, die einen stark 
fokussierten Laserstrahl mit einem Intensitatsprofil mil 
annahemd Gauss'scher Verteilung verwendat. In die- 
sen optischen Fallen werden die Komponenten der so 
Strahlungsdruck-Streukraft und der Gradientenkraft 
miteinander kombiniert, urn einen Punk! eines stabflen 
Gleichgewichtes zu bilden, der eich dlcht bei dem Fokus 
des Laserstrahles befindet. Die Streukratt ist dabei pro- 
portional zur optischen Intensity und wirkt in der Rich- 3S 
lung des einfallenden Laserlichtes. Die Gradientenkraft 
ist proportional zur optischen Intensitat und zeigt in 
Richtung des Intensttfitsgradlenten. 

Nahere Einzelherten von derartigen optischen Fal- 
len und die dazugehdrlgen physikaiischen Grundlagen 
slnd beispielsweise in der Veroffentlichung 'Optical 
Trapping and Manipulation of Single Living Cells Using 
infra-Red Laser Beams", A. AshWn et al. in BERICHTE 
DER BUNSEN-GESELLSCHAFT FUR PHYSIKAU- 
SCHE CHEMIE, MSrz 1989, Seiten 254 bis 260 be- 45 
schrieben. 

Mit derartigen Vorrichtungen konnen Weine Teil- 
chen, insbesondere biologische Teilchen, die eich in ei- ' 
ner Flussigke'rt im Objekttrager sonst frei bewegen kon- 
nen, eingetangen, festgehalten und manipuliert werden. so 
Dabei trttt die Schwierigkert auf, da3 die Handhabung 
der Teilchen einerseits und Ihre Beobachlung anderer- 
seits zur gleichen Zeit erfolgen solhe, urn eine exakte 
Bearbeitung zu ermdglichen. Weiteristaus EP-A-0517 
454 eine Vorrichtung und ein Vertahren gemaB Oberbe- & 
griff von Anspruch 1 und 12 bekannt 

Der Erfindung liegt daher die Aulgabe zugrunde, ei- 
ne Vorrichtung und ein Verfahren anzugeben, mit denen 



eine gezieltB und exakte Handhabung, Bearbeitung und 
Beobachtung von kleinen Teilchen, insbesondere biolo- 
gischen Teilchen moglich ist. 

Die erfindungsgemaGe Ldsung besteht aus einer 
Vorrichtung gemaB Anspruch 1 und aus einem \ferfah- 
ren gemSB Anspruch 12. 

In Weiterbildung der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung ist vorgesehen, da 6 der jeweilige ersle Laser ein 
gegebenenfalis in seiner Wellenlange einstellbarer La- 
ser, insbesondere ein IR-Laser ist und daS der jeweilige 
zweite Laser ein gegebenenfalis in seiner WelienlSnge 
einsteHbarer UV-Laser, insbesondere ein gepulster UV- 
Laserist. Auf dieseWeise ist sine f fir praktischeZwecke 
geelgnete Fbderung der Jeweiiigen Teilchen moglich, 
wahrend die eigentliche Behandiung mit dam UV-Laser 
erfolgt, ohnedaB die Getahr besteht. daBzu groBe En- 
srgiemengen zugefiihrt werden, die sonst eine uner- 
wunschle BeschSdigung von Teilchen hervorrufen 
kdnnten. 

GemaB einer spezisllen AusfOhrungsformder erfin- 
dungsgemaBen \forrichtung ist vorgesehen, daB der je- 
weilige erste Laser ein Nd-YAG-Laser, ein Nd-YLF-La- 
ser Oder ein Tltan-Saphir-Laser und der jeweilige zweite 
Laser ein Stickstofflaser, ein frequenzvervietfachter IR- 
Laser oder ein gepumpter Farbstofflaser ist. 

In Weiterbildung der erfindungsgemaBen Vanrich- 
tung ist vorgesehen, daB der jeweilige erste Laser und 
der jeweilige zweite Laser in demselben Turm angeord- 
net, aber unabhangig voneinander position ierbar und 
justierbar sind. Auf diese Weise ist eine Grundeinstei- 
lung der Lichtquellen In raumsparender Weise moglich, 
insbesondere dann, wenn die jeweiiigen Laser auf ent- 
sprechendenMontageplatten Obereinanderangebracht 
sind. Die Komponenten der Fokussierungs- und Um- 
lenkoptik kdnnen IhrersettsfOr eine kompakte Bauform 
auf einer gemeinsamen Montagsplatte montiert sein, 
die dem Turm zugeordnet ist. 

Die Lichtquellen, die Lichtstrahlen in den jeweiiigen 
We 1 1 en lan gen bereich en erzeugen, kdnnen ais separate 
Laser vorgesehen sein. Bel einer bevorzugten AusfOh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist vor- 
gesehen,- daB der Lichtstrahl des ersten Lasers mit ei- 
nem Strahlteller getellt wird, der zumindest erste und 
zweite Lichtstrahlen in dem ersten Wellenlangenbe- 
relch erzeugt, die zumindest tellwelse separat gefChrl 
und dann auf das Objekt im Objekttrager gerichtet war- 
den. Bei Bedarf konnen auch weitere Lichtstrahlen mft 
einem derartigen Strahiteilervon dem Lichtstrahl des er- 
sten Lasers abgszweigt, zumindest teilweise separat 
gelOhrt und dann auf das Objekt im Objekttr&ger gerich- 
tet werden, wenn mehrere soiche Lichtstrahlen als op- 
tische Falle venvendet werden sollen. 

Bai einer speziellen AusfOhrungsform der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung ist vorgesehen, daB der 
Strahlteller eln polarislerender Strahlteller Ist, der einen 
ersten Lichtstrahl mit s-polarisiertem Licht und einen 
zwelten Uchtstrahl mit p-polarisiertem Ucht erzeugt und 
die Phasenlage zwischen diesen beiden Lichtstrahlen 
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einstellt, und daB das prozentuale Verhaltnis zwischen 
den Intensltaten der Jeweiiigen Uchtstrahlen In dem er- 
sten Welienlangenbereich e'mstellbar ist. 

Bel der erfindungsgemaBen \forrlchtung erwelst es 
6ich als zweckmaBig, wenn fOr jeden der Uchtstrahlen 
von dem erslen Laser und dena s zweiten Laser ehe ei- 
gene Aufweltopilk vorgesehen 1st, die Jewells dreidi- 
menBional, insbesondere in drei orthogonaien Achsen- 
riclrtungen elnslellbar sind. 

Weiterhin ist es bei der erfindungsgemaBen Vbr- 
richtung zweckmaBig, wenn die im Strahlengang der 
Lichlstrahlen von dem erslen Laser und dem zweiten 
Laser vorgesehenen Spiegel und StrahHeilerunabhan- 
glg von den Aufweitoptiken drehbar bzw. kippbar sind. 
Damit bietetsich derVorteileinerweiteren Einsteltmog- 
lichkeit der Jeweliigen Uchtstrahlen h der x-y-Ebene. 

In Weiterbildung der erfindungsgemaBen Vbrrich- 
tung ist vorgesehen, daB der Uchtstrahl des Beobach- 
tungsllchtes durch Einsteliung des Objektlvs und/oder 
des Objekttragers iangs der optischen Achse in z-Rich- 
tung auf das Objekt Im Objekttragerfokussierbar Ist und 
daB der Beobachtungsort fur den Lichtslrahl des Beob- 
achtungslichtes In der Objektebene durch Verstellen 
des Objekttragers innerhalb der Objektebene in einer x- 
y-Ebene einstellbar ist. 

Weiterhin 1st es zweckmSBIg, wenn im Strahlen- 
gang des jeweiiigen ersten Lasers und zweiten Lasers 
eln StrahiabschwScher vorgesehen 1st, mit dem die 
Uchtstrahlen in dem jeweiiigen Welienlangenbereich in 
vorgegebenen Abstulungen oder kontinuierlich abge- 
schwacht werden, bevor sie aul das Objekt im Objekt- 
trager gerichtet warden. Damit ist eine gezielte Einstel- 
iung der Intensity dieser Uchtstrahlen moglich, urn un- 
erwfinschte Beschadigungen von Teilchen zu vermei- 
den. 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn bei der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung die Uchtstrahlen in dem er- 
sten Welienlangenbereich und die Llchtstrahlen In dem 
zweiten Welienlangenbereich Qber einen gemeinsamen 
Spiegel durch ein gemeinsames Objektivauf das jewel- 
lige Objekt irn Objekttrager gerichtet werden. Auf diese 
Welse ist eine besonders kompakte Baulorm der \br- 
richtung mdglich. Zuglelch wird der Aufbau des Strah- 
lenganges vereinfacht und ein zuverlassiger Betrieb der 
Vorrichtung gewahrleistet. 

Bei einer spezieilen Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung ist vorgesehen, daB die 
von den Strahlerzeugungseinrichtungen erzeugten, an- 
schlieBend behandelten, umgeienkten und auf das je- 
wellige Objekt fokussierten Uchtstrahlen alte im wesent- 
lichen in derselben Brsten Ebene liegen, daB der Ob- 
JekttrSger sich In elner zweiten Ebene, senkrechtzur er- 
sten Ebene befindet, und daB die Spiegel bzw. Strahl- 
teller zur Umlenkung der einzelnen Lichlstrahlen eben- 
falls In Ebenen senkrecht zur erslen Ebene angeordnet 
sind. Damit steht eine besonders kompakte und leicht 
zu handhabende Vorrichtung zur Verfugung, die eine 
zuveriassige Koordinierung der jeweiiigen Uchtstrahlen 



gewahrleistet 

Mlt dem erfindungsgemaBen Vertahren wird in vor- 
teilhafter Weise erreicht, daB der Benutzer einer ent- 
sprechenden Elnrichtung eine stabile Ausgangsstellung 
5 verwendet und sich orientieren kann, in welcher Ebene 
Vorgange statlfinden bzw. beeinfluBt werden. 

In Weiterbildung des erfindungsgemaBen Vertah- 
rens ist vorgesehen, daB ein in der optischen Falle des 
ersten Lasers gefengenes Teilchen (a) durch Verstellen 
10 von mindesten6 einem Lichtslrahl in dem ersten Wel- 
ienlangenbereich In x-y-Richtung undtoder (b) durch 
Verstellen des Objekttragers in x-y-Richtung in der Ob- 
jektebenB verschiebbar ist, wobei im Falle (a) nur das 
getangene Teilchen und irn Falle (b)samtllche Teilchen 
*s bewegt werden. 

Auch ist in Weiterbildung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens vorgesehen, daB ein in der optischen Falle 
des jeweiiigen erslen Lasers gefangenes Teilchen 

20- a) durch Verstellen von mindestens einerrv Licht- 
slrahl In dem ersten Wellenla/igenbe^ 
tungundfoder 

b) durch Verstellen des Objektlvs und/oder des Ob- 
jekttragers in z-Richtung verschiebbar ist, 

25 

wobei im Falle a) das getangene Teilchen aus der ge- 
wahlten Beobachtungsebene he raus bewegt wird und 
Im Falle b)das getangene Teilchen In der gewahlten Be- 
obachtungsebene bleibt., * 

3Q Selbstverslandlich sind nicht nur Verschiebungen 
von Teilchen moglich, sondem es kdnnep in Weiterbil- 
dung des erfindungsgemaBen Verfahrens, bei Verwen- 
dung von mindestens zwel getrennien Llchtstrahlen In 
dem ersten Welienlangenbereich, Drehungen eines 

3S Tellchens in der optischen Falle vorgenommen werden, 
namlich dadurch, daB (a) der eine Lichtslrahl in seiner 
Ausgangsstellung bleibt und derandere Uchtstrahl eine 
Bewegung in x-y-Richtung ausfOhrt, oder (b) der eine 
Uchtstrahl in seiner Ausgangsstellung bleibt und deran- 

40 dere Lichtstrahl eine Bewegung In z-Rlchtung ausfOhrt, 
oder (c) zumindest zwei Lichtstrahien entgegengesetz- 
te Bewegungen oder unterschledlich welte Bewegun- 
gen in z-Richtung ausfOhren, oder (d) Kombinationen 
der Bewegungen gemaB (a), (b) und (c) ausgef Qhrt wer- 

45 den. 

In Weiterbildung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens Ist vorgesehen, daB die Behandiung der Teilchen 
mil den Uchtstrahlen in dem zweiten Welienlangenbe- 
reich in einer beliebig wahlbaren x-y-Ebene des Objekt- 
$o trSgers durchgelOhrt wird, wobei die Beobachtungsebe- 
ne in derselben Ebene oder einer anderen, parallel dazu 
liegenden Ebene vorgenommen werden kann. Elneder- 
artige Anderung der Beobachtungsebene ist ohne wei- 
teres m&glich, nachdem die Ausgangsstellung zu Be- 
ss ginn des Verfahrens elngenommen worden 1st 

ZweckmaBigerweise werden bei dem erfindungs- 
gemaBen Vertahren tOr die Fixlerung der Teilchen In der 
optischen Falle sichtbare oder I R- Las erst rah I n und fur 
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die Behandlung derTeilchen UV-Laserstrahlen, insbe- 
sondere gepulsle UV-Laserstrahlen verwendet. 

Wenn in Weiterbildung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens sSmtliche Lichtstrahlen glelchzeltlg durch 
dasselbe Objekliv auf das antsprechende Objekt im Ob- 
Jekttrfiger gerichlel werden, so 1st eine besonders zu- 
veriasslge Einsteilung und Hancfriabung mdglich. 

SchlieBlich sind bsim erfindungsgemaBen Verfah- 
ren samtiiche Uchtstrahlen zur Steuerung der Behand- 
iung und/oder Beobachtung unabhangig voneinandar in 
Ihrer Intensity elristeilbar und/oder einschattbar bzw. 
ausschattbar. Damit wird in vorteilhafter Weise erreicht, 
daB eine Viebahl von Moglichkeiten IGr die Handha- 
bung, Bearbeltung und Beobachtung von Teilchen ge- 
geben isl. 

Die ErRndung wind nachstehend, auch hinslchtllch 
weiterer Merkmale und Vorteile, anhand der Beschrei- 
bung eines AuslGhrungsbeispiels und unter Bezugnah- 
me aut die belllegende Zeichnung naher eriautert. 

Die einzige Figur der Zeichnung zeigt eineschema- 
tische Darsiellung einer Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung mil den verwendeten Ucht- 
que lien und Strahlengangen. 

In der Zeichnung erkennl man einen gemeinsamen 
LaserturmS, an domain IR-Laser4alsersterLaser urid 
ein UV-Laser 3 ale zwelter Laser zweckmafJigerweise 
Qbereinanderangebracht eind. Weiterhin k6nneri auf ei- 
ner gemeinsamen Montageplatte mehrere Schlenen mil 
zugeordneten HubeinrichtungBn fQr die enteprechen- 
den optischen Komponenten angebracht sela urn diese 
relativzudenbeidenLasern3 und4zujustleren,derart, 
daB die von ihnen ausgehenden Lichtstrahlen in den je- 
. welligen Wellen&hgenbereichen durth f cJie nachge^ 
schalteten optischen Einrichtungen zu dem Objekttra- 
ger 22 gelangen. ZweckmaBigerweise werden dabbl 3S 
parallele Lichtstrahlen von den beidan Lasam 3 und 4 
erzeugl. Die optischen Komponenten aul deh jeweiligen 
Schlenen konnen dabei zweckmaBigerweise In Modul- 
bau weise vorgasehen sein. 

Bel der dargestellten AusfOhrungsform erzeugt der 40 
IR-Laser 4 erien Lichtstrahl, der mil einem Strahlteiler 
16 in einen ersten Lichtstrahl und elnen zweiten Ucht- 
strahl getalit wird. Der erste Lichtstrahl gent durch ent- 
sprechende Blenden 6 und eine Aufweitoptik 1 4, 1 5 hin- 
durch und wird dann mlt einem IR-reflektierenden Sple- 4& 
gel 9 umgelenkt und geht anschlieBend durch einen 
Strahlteiler, Z.B. eln Prisma Oder einen halbdurchlassi- 
gen Spiegel 20 sowie einen weiteren halbdurchlassigen 
Spiegel 8 oder ein entsprechendes Prisma hindurch. Er 
wird dann mft einem Umlenkspiegel 7 einem schema- so 
tisch angedauleten Mikroskop 1 zugefOhrt, das ein Ob- 
Jektrv 21 , einen Objekttrager 22 und eine Uchtquelle 17 
f Or Beobachtungslicht auf waist 

Der abgezwelgte Tell des Lichtstrahles vom IR-La- 
ser 4 gelangt von dem Strahlteiler 16 zu einem Spiegel ss 
1 9 und geht dann durch entsprechende Blenden und ei- 
ne zweile Aufweitoptik 12, 13 hindurch. AnschlieBend 
wirddieserzweite Lichtstrahl mit dem Strahlteiler bzw. 



habdurchlassigen Spiegel 20 umgelenkt und in glebher 
Weise wie der erste Lichtstrahl von dem IR-Laser 4zum 
Mikroskop 1 gefuhrt. 

* Zur Erzeugung des zwerten Llchtstrahles In dem er- 
5 sten Wellenlangenbereich kann selbstveretandlich 
auch ein weiterer, nlcht dargestellter IR-Laser verwen- 
det werden. Dadurch bieten sichzwarzusatzliche M6g- 
lichkeiten fur die Intensitat, Polarisierung, Wellenlahge 
und Steuerbarkeit eines derartigen LaserstrahleSi zu- 
10 gleich warden der Aufwand und die erfbrderiichen Ko- 
sten gesieigert, so daB eine problemorientierte Ent- 
echeidung in der Praxis zu treffen ist. 

Bei der dargestelften Ausfuhrungslbrm kann der 
Strahlteiler 1 6 ein einlacher Strahlteiler sein, so daB bei 
is ausreichender Ausgangsleislung und Intensitat des 
Uchtes yon dem I R-Laser ein Tell der Intensitat lur den 
zwerten Lichtstrahl abgezweigt wird. Bei einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform wind jedoch ais Strahlteiler 16 
ein poiarisierender Strahlteiler verwendet, ; der elnen er- 
20 sten Lichtstrahl mit e-polarisiertem Licht und ein en zwei- 
ten Lichtstrahl mit p-poiarisiertem Ucht erzeugt und die 
Phasenlage zwischen diesen beiden Lichtstrahlen ein- 
stellt, wobel zuglelch auch das prozentuale Verhfittnis 
zwischen den Intensitaten der jeweiligen Lichtstrahlen 
in dem ersten Wellenlangenbereich des IR-Lasers 4 
elnstellbar ist. 

Die in diesem Bereich verwendeten optischen Kom- 
ponenten sind zweckmaBigerweise fur Inlrarcrt-Licht 
vergQtet, um eine exakte Strahlfflhrung> ohne uner- 
wQnschte Vertuste zu gew&hrlelsten: Falls gewOnscht, 
kann in dem Strahlengang des ersten undfoder des 
zwerten Lichtstrahles von dem IR-Laser 4 ein Strahlab- 
schwacher 25 vorgesehen sein, um die: Leistung der 
verwendeten Lichtstrahlen einzustsllen. Alt einativ oder 
zusStzifch ist es moglich, die Leistung des IR-Lasers 4 
seibst in einem vorgegebenen Bereich einzustellen. 

Unabhangig davon sind im Strahlengang des er- 
sten und zweiten Lichtstrahles von dem IR-Laser 4 Mit- 
tel vorgesehen, mit denen der jewsilige Lichtstrahl un- 
terbrochen werden kann. Dazu k6nnen entweder die 
Blenden 6 oder aber separate SchlieBeinrichtungen 
verwendet werden. 

Als zwelter Laser 1st ein UV-Laser 3 vorgesehen, des- 
sen Lichtstrahl in einem zweiten Wellenlangenbereich 
durch einen Strahlabschwacher 18, Blenden 6 und eine 
eigene Aufweitoptik 10, 11 hhdurchgeht und dann mit 
dem Spiegel 8 umgelenkt und Ober den weiteren Spie- 
gel 7 zum Objekliv 21 und dem Objekttrager 22 gelenkl 
wird. Der UV-Laser 3 ist zweckmaBigerweise ein gepul- 
ster UV-Laser, um die zugefOhrte Energie des UV-LIch- 
tes prazise einstellen und steuem zu konnen, um Be- 
schadigungen der zu behahdelnden Objekte auszu- 
schlieBen. 

Zusatzlich ist der Strahlabschwacher 1B vorgese- 
hen, mlt dem die Lichtstrahlen h dem zweiten Wellen- 
fengenberaich (UV-Lichl) in vorgegebenen Abstufun- 
gen oder konthuleriich abgeschwacht werden. Der 
Strahlabschwacher 18 kann som'rt ein einstelft)ares Fil- 
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ter oder ein Strahlteiler sein. 

Die Im Strahlengang des UV-Lasers 3 befindiichen 
Komponenten sind selbslveretandlich fur derartiges UV- 
Lichl ausgelegt und geeigneft, die Komponenten 7 und 
B sowie 21 sind eowohl fur I R-Licht als auch fflr UV-Ucht 
ausgelegt und entsprechend vergutet. 

Dem Mikroskop 1 sind eine Lichlquelle 17 10 r Be- 
obachtungslicht, also zweckmaGigerweise sichtbares 
Ucht, sowie einerseits eine visueiie Beobachtungsein- 
richtung 23, zweckmaBigsrweise mit einem entspre- 
chenden Schutzfilter, undandererseits kombinlerte Be- 
obachtungs- und Aufzeichnungseinrichtungen 2 zuge- 
ordnet, die beispieisweise eine Kamera, einen Monitor 
sowie ein Videosystem umlassen. Dabei ist zweckma- 
Bigerweise ein variables IR-Filter 24 dazwischenge- 
schaitet, urn eineentsprechende Schutzfunktion auszu- 
Qben. 

Bel einer derartlgen Vorrichtung konnen verschie- 
dene Laser als Llchtquellen verwendet werden, die Ober 
einekompakle Einkoppefoptikmitdem Mikroskop 1 ver- 
bunden sind. Sowohl der (gepulste) UV-Laser 3, der bei- 
spielsweise im nahen UV arbeitet, als auch der (konti- 
nuieriich betriebene) IR-Laser 4, der beispleisweise im 
nahen IR arbeitet, mGssen sehr gut (beugungsbe- 
grenzt) fokussierbar sein, also eine minimale Strahldi- 
vergenz haben. Unter diesen Nforaussetzungen kdnnen 
Laser unterschiedlichster Bauart verwendet werden, 
insbesondere sind Weine, kompakte Laser tOr Laborun- 
tersuchungan oder dergleichen geeigneL 

Beispleisweise kann ais UV-Laser 3 ein Stickstoff- 
laser Oder ein f requenzvervielfachter IR-Laser verwen- 
det werden, wahrend als IR-Laser 4 ein diodengepump- 
ter Nd-YAG-Laser Oder Nd-YLF-Laser verwendet wlrd, 
deren Laserleistung entsprechend gewahlt wird. Hierbei 
ist zu beruckslchtigen, daB in FlOssigkeit bewegliche 
Teilchen ohne Eigenbewegung in dem Objekttrager 22 
be re its bai ge ringer Laserleistung eingefangen werden 
konnen, wahrend Partikel mit Eigendynamik oder Parti- 
kel in hochviskosen Losungen nur mit grdBeren Laser- 
leistung en getangen werden k6nnen. Wie bereits er- 
wahnt, konnen fur die Einkoppiung von zwei unabhan- 
gig voneinander bewegiichen IR-Laserstrahlen entwe- 
der zwei diodengepumpte Nd-YAG-Laser eingesetzt 
warden, oder aber ein blitzlampengepumpter Nd-YAG- 
Laser mit hoherer Ausgangsleistung verwendeft wer- 
den, wie es schematisch in der Zeichnung angedeutet 
1st. 

Wichtig ist bei der erfindungsgemaBen vorrichtung, 
daB fOr jeden Lichtstrahl von den jeweiligen Las em 3 
und 4 eine eigene Autweitoptik 1 0, 11 bzw. 12, 1 3 bzw. 
14, ISvorgesehen ist, die jeweils dreidimensional, ins- 
besondere in drel orthogonal zueinander stehenden 
Richtungen verstelibarsind, wie es schematisch in der 
Zeichnung angedeutet tet. Mit diesen Aulweitoptiken 
wird der Jewellige Uchtstrahl so aufgeweltet, daG der 
Strahldurchmesser die ruckwariige Apertur des Objek- 
tives 21 des Mikroskops 1 gerade ausfOllt bzw. leicht 
Gberfflllt. B ispielsweise konnen fGr diese Aufweitopti- 



ken jeweils zwei plankonvexe Ltnsen oder aber eine 
plankonvexe und eine plankonkave LInse geelgneter 
Brennweite verwendet warden. 

Soweit in der Zeichnung im Zusammenhang mil 
5 dBn Aufwertoptiken 10, 11 bzw. 12, 13 bzw. 14, 15 Ko- 
ordinatenrichtungen angegeben sind, beziehen sich 
diese auf die Situation im Objekttrager 22, wobei die x- 
y-Ebene senkrecht zur Zeichnungsebene verlauft und 
die z-Richtung orthogonal dazu in der Zeichnungsebe- 

10 ne angesetzl ist 

Mit einer Verstellung von elner der Aufweltoptlken 
12, 13 bzw. 14, 15 in der x-y-Ebene kann somit der Ort 
der Fixierung der optischen Falle in der x-y-Ebene ver- 
andert werden, wahrend eine Bewegung in der z-Rlch- 

*5 tung eine Anderung der Fokussierung senkrecht zu der 
x-y-Ebene bedeutet, so daB das jewellige in der opti- 
schen Falle gefangene Teilchen aus der (ursprOngii- 
chen) Beobachtungsebene herausbewegt wird. 

Entsprechendes gilt 1ur die Wirkungsweise der Auf- 

20 weitoptik 10, 11 lurden UV-Laser 3. Durch Veranderung 
dieser Aufweltoptlk 10, 11 in x-y-Richtung andert sich 
der Ort, an dem eine Beeinflussung von Teilchen in der 
Objektebene erfolgL Ehe Bewegung in z-Richtung be- 
wirkt eine Defokussierung gegenuber der Beobach- 

2S tungsebene in dieser Richtung, Somit kann die Bearbei- 
tung wahlweise in der Fokus-Beobachtungsebene oder 
auBerhaib dieser Fokus-Beobachtungsebene durchge- 
tOhrt werden. v 
Zusatzlich oder aitemativ ist es mogiich, die Kom- 

30 ponenten B, 9 und 20 in Ebenen quer zur Zeichnungs- 
ebene zu drehen bzw. zu kippen, urn die jeweiligen 
Lichtstrahien in der x-y-Ebene zu bewegen. 

; Der Objekttrager 22 ist in an sich bekannter Weise 
in den Richtungen derx-Achse, der y-Achse und der z- 

3s Achse bewegbar, urn eine geeignete Einsteilung vorzu- 
n eh man. Das Objektiv21 ist sein arse its zumindest in z- 
Richtung verstel lb ar. 

Bel derdargestellten Austflhrungslorm sind die Be- 
obachtungs-und Aufzefchnungseinrichlungen soange- 

40 ordnet, daB mit Durchlicht gearbeitet wird. Die Anord- 
nung kann selbstverstandlich auch so angeordnet sein, 
daB diese Beobachtungs- und Aufzeichnungseinrich- 
tungen 2 bzw. 23 auf der einen Selte des Mikroskops 1 
angeordnet sind und die Lichlquelle 17 10r Beobach- 

45 tungslicht in Strahlrichtung hinterdem Mikroskop 1 liegt, 
so daB dann mit Auflicht gearbeitet warden kann. ' 

Mit der vorstehend beschriebenen Vorrichtung 
kann eine Vielzahl von Bearbertungen und Handhabun- 
gen von kleinen Teilchen durchgefOhrt warden, die auch 

so gleichzeftig zu beobachten sind. Das Festhalten von 
Teilchen an einem oder me h reran Orten ertolgt durch 
Elnschalten bzw. AusschaJten der belden IR-Laser- 
Btrahlen von dem IR-Laser 4, wobei die Anzahl dieser 
Lichtstrahien gegebenerrtalls auch vergrdfJert werden 

55 kann, indem die vorrichtung In anafoger Weise wefler- 
gebildet wird und be ispielsweise von dem Strahlteiler 16 
oder dem Strahlteiler 19 weitere Teilstrahlen abge- 
zweigt und jeweils Ober eine eigene Aufwertoptik in das 
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System eingekoppelt wertien. Nachdem die Lfohtstrah- 
len in dem ersten WeitenlSngenberelch, also vom IR- 
Laser4, die Lichtstrahlen in demzweiten Weilenlangen- 
bereich, also von dem UV-Laser3, unddie Lichtstrahlen 
des Beobachtungslichtes zu Beginn der Handhabung 5 
und Beobachtung unabha/iglg von hren Wellenlfingen 
in derselben Objektebene, also elner bestimmten x-y- 
Ebene des Objekttragers fokussiert worden sind, kdri- 
nen die einzelnen Strahlen unabhfingig voneinander 
beeinfiuftt warden, um Bewegungan der Teilchen in 10 
dem Objekttrager 22 zu errelchen und dlese ganz ge- 
zialt an einer gewOnschten Stalls ihrsr dreidimensiona- 
len Ausdehnung zu bearbeiten, beispislsweisa unter 
Verwendung des oben beschriebenen UV-Lasers 3. 

Dabei konnen Bewegungan in der x-y-Ebene reali- 
slert werden entweder durch Bewegung des Objekttre> • 
gers 22 in x-y-Richtung, wobei dann afle darin vorhan- 
denen Teilchen glelchzeltig in dieser Ebene bewegt wer- 
den. Andererselte kann eine Bewegung in dieser x-y- 
Richtung erfolgen durch Betatigen von mindestens ei- *o 
ner der Autweltoptlken 12, 13 bzw. 14, 15 Oder durch 
Kippen yon mindestens einer Spiagelfiache der Kompo- 
nenten 8, 9, 20, so daB elnzelne Teilchen unabharjglg 
voneinander bewegt warden konnen. 

BawBgungan in der z-Richtung konnen in unter- 25 
schiedlicher Welse realislert werden, ehmal durch Be- 
wegen das Objakttragers 22 in z-Richlung relativ zum 
Objektiv 21 , zum anderen durch Bewegen des Objekti- 
. ves 21 in z-Richtung relativ zum Objekttrager. In beiden 
Ffiilen blBibt die Fokussierung 10r das stehtbare Beob- 3Q 
achtungsllcht erhalten; 

Unabhangig davon kann zumindest eina der Auf- , 
weftoptiken 12, 13und 14, 1 5 in z-Richtung betStigtwer- 
den, so daB ein Kippen bzw Drehen eines Objektes in 
dem Objekttrager 22 moglich ist. Aut diese Welse kann 3S 
ein draidirnensionales Objekt in verechiedanen gedach- 
ten Schnittebenen des Objektes beobachtet und bear- 
beltet werden. 

Da die Aufwertoptik 10, 11 fflrden UV-Laser 3 unabhan- 
gig davon bewegbar ist, kann die Bearbeftung wahiwel- 40 
se in der Fokus-Beobachtungsebene oder auBerhalb 
der Fokus-Beobachtungsebene durchgefOhrt werden. 

Mit der vorstehend beschriebenen Vbrrichtung ist 
ein Positionieren eines Objektes unter Verwendung der 
IR-Laserstrahlen In einer anderen Ebeneals der Objekt- 
tragerebane moglich, ohne daB das Objekt an dam Ob- 
jekttn&ger festgeklemmt" zu werden braucht, denn die 
Fbderung erfolgt ledigiich mit den jeweiligen IR-Laser- 
strahlen, die von dam IR-Laser4 geliafert warden. Da- 
rn It ist die (gieichzeftlge) Beobachtung und Bearbeftung so 
(auch von m eh reran) frei beweglichen Objekten in ein- 
tacher und zuvert£sslger Welse moglich. 

Bai der vorstehend beschriebenen AusfQhrungs- 
torm wird eine Anordnung verwendet, bel dersfimtliche 
Lichtstrahlen, die von den jeweiligen Llchtquellen er- ss 
zeugt warden, von den Lichterzeugungseinrichtungen 
aus praktisch in derselben Ebene getuhrt, umgelenkt 
und fokussiert werden. Die Zuffihrung der verschieda- 



nen Lichtstrahlen zum Objekttrager 22 erfolgt dabsi 
Qber einen gemelnsamen Umlenkspiegel 7 sowie das 
Objektiv 21. Aul diese Weise ist eina besonders kom- 
pakte Anordnung maglich, die zugleich eine zuver&ssi- 
ge Funktion der \forrichtung gewahrieistet. 

Selbstveretandlteh ist auch eine dreidrnensionale 
Verteilung der verschledenen Komponenten der opti- 
schen Einrichtungen moglich, dann wird es allerdings in 
den meisten Fallen erforderlich, sphirische Spiegel 
oder Parabolspiegel zu verwendan, um die jeweiligen 
Strahlen in der gewunschten Welse auf den Objekttra- 
ger 22 zu richten. Dies kanntfirbestimmte Anwendun- 
gen zweckma&ig odar wfinschenswert sein, wann die 
kompakte Bauform nicht im Vortiergrund steht. 

Patentanspruche 

1 . Vorrichtung zur Handhabung, Bearbeitung urid Be- 
obachtung Weiner Tailchen, insbesondere bioiogi- 
scher Teilchen, umfassend 

- mindestens einen ersten Laser (4), der Licht- 
-strahlen in einem ersten Weilenlangenbereich 

erzeugt, die mit einer ersten optischen Einrich- . 
tung(12,13; 14J5;21)m!tausrelcherKlerKon- 
' vergenz fokussiert werden, um in einem vorge- 
gebenen Bereich eine optische Falle zu bilden, 

- ... einen Objekttrager (22) zur Aulnahme von Teil- 
> ; chen, insbesondere btologischen Teilchen, 

- :f eine Llchtquelle(1^fflrBeobachtungsiicht und 

- . Beobachtungs- und Aufzeichnungseinrichtun- 
\v gen (1 , 2, 23), um Teilchen in dem Objekttrager 
: (22) zu beobachtan und ihr Verhaltan aufzu- 
■ zelchnen, und 

mindestens einen zweiten Laser (3), der Licht- 
strahlen in einem zwarten Weilenlangenbe- 
reich erzeugt, die mtt einer zweiten optischen 
Einrichtung (10, 11 ; 21) mit ausreichender Kon- 
vergenz fokussiert werden, um Im Bereich des 
Objakttragers (22) vorhandane Teilchen zu be- 
handeln, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB IQr jeden der Lichtstrahlen von dem ereten 
Laser (4) und dem zweiten Laser (3) eine eige- 
ne Aufwertoptik (12, 13; 14, 15; 10, 11)vorge- 
sehen ist, die jeweils dreidimensional, insbe- 
sondere in drei orthogonalen Achsenrich tun- 
gen (x, y, z) einstellbar eind, derart, 
daB die optischen Einrichtungen (10, 11; 12 bis 
15; 21 ) ffir die Lichtstrahlen in dem ereten Wei- 
lenlangenbereich, fOr die Lichtstrahlen in dem 
zweiten Weilenlangenbereich und fOr die Licht- 
strahlen des Beobachtungslichtes jeweiis se- 
pa rat und unabhangig voneinander posltlonler- 
bar und fokussierbar sind 
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tind daB die Lichtstrahlen in dem ersten Wel- 
lenlangenberelch, die Llchtslrahlen in dem 
zweiten Wellenlangenbareich und die Licht- 
strahlen cteB Beobachtungslichtes zu Beginn 
der Haridhabung und Beobachlung unabhan- 
gig von hren Wellenlangen in derselben Ob- 
jektebene (x-y-Ebene) des Objekttragers (22) 
fokussiert sind, wobei die e in ze In en Strahlen 
unabhangig voneinander beeinfluBt werden 
konnen, um Bewegungen der Teilchen in dem 
Objekttrager (22) zu erreichen und diese ganz 
gezielt an einer gBwunschten SlellB ihrer drei- 
dimensionalen Ausdehnung bearbeiten zu 
k6nnen, und wobei die Fokussierung fOr das 
. sichtbare Baobachtungslicht erhaiten bleiben 
kann. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Jeweilige erste Laser (4) ein gegebe- 
nenfalls in seiner Wellenlange einstellbarer La- 
ser, insbesondere ein IR-Laser ist 
und daB der jeweiiige zweite Laser (3) ein ge- 
gebenenfalls in seiner Wellenlange einstellba- 
rer UV-Laser, insbesondere ein gepuister UV- 
Laserist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, . 

daB der jeweilige erste Laser (4) ein Nd-YAG-Laser, 
ein Nd-YLF-LaeBr oder ein Titan- Saphir-Laser und 
der Jeweilige zweite Laser (3) ein Stickslofflaser, ein 
frequenzvervieifachter IR-Laser oder ein gepump- 
ter Farbstofflaser ist. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der jewejlige erste Laser (4) und der jeweilige 
zweite Laser (3) in demselben Turm (5) angeordnet, 
aber unabhangig voneinander position ierbar und 
justierbar sind. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Lichtstrahl des ersten Lasers (4) mit einem 
Strahlteller (16) geteilt wird, der zumindest erste 
und zweite Lichtstrahlen in dem ersten We! len Ian- 
gen be re ich erzsugt, die zumindest teiiweise SBpa- 
rat get Qhrt und dann auf das Objekt Im Objekttrager 
(22) gerichtet werden. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Strahlteiler (16) ein polarisierender 
Strahlteller 1st, der einen ersten Lichtstrahl mil 
B-poiarisiertem Licht und einen zweiten Licht- 



strahl mil p-poiarisiertem Licht erzeugt und die 
Phasenlage zwischen diesen beiden Licht- 
strahlen einstellt, 

und daB das prozentuale Verhaitnis zwischen 
den Intens'rtaten der jeweiiigen Lichtstrahlen in 
dem ersten Welleniangenberelch ehstellbar 
ist. 

7. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 6, 

10 dadurch gekennzeichnet, 

daB die Im Strahiengang der Lichtstrahlen von dem 
ersten Laser (4) und dem zweiten Laser (3) vorge- 
sehenen Spiegel und Slrahiteiier (8, 9, 20) unab- 
hangig von den Aufweitoptiken drehbar bzw. kipp- 

*s bar sind. 

B. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7 ( 
dadurch gekennzeichnet, 

so daB der Lichtstrahl des Beobachtungslichtes 

durch Einstellung des ObJeWivs (21) und/oder 
des Objekttragers (22) langs der optischen 
Achse (z-Richtung) auf das Objekt im Objekt- 
trager (22) fokussierbar ist 

2& und daB der Beobachtungsort fflr den Licht- 

. strahl des Beobachtungsiichtes in der Objekt- 
ebene (x-y-Ebene) durch Verstelien des Ob- 
jekttragers (22) Innerhalb der Objektebene In 
einer x-y-Ebene einsteilbar ist. 

30 - v. - . 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB im Strahiengang des jeweilige n^ersten Lasers 
(4) und zweiten Lasers (3) ein Strah labschwacher 
55 {18, 25) vorgesehen 1st, mil dem die Lichtstrahlen 
in dem jeweiiigen Welienlangenbereich in vorg ge- 
benen Abstufungen oder kontinuierlich abge- 
schwacht werden, bevor sie auf das Objekt Im Ob- 
jekttrager (22) gerichtet warden. 

40 

10. Vorrichtung nach einem dar Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Lichtstrahlen in dem ersten Welienlangen- 
bereich und die Lichtstrahlen in dam zweiten Wel- 
45 lenlangenbereich fiber einen gemeinsamen Spie- 
gel (7) durch ein gemeinsames Objektiv (21 ) auf 
das jeweilige Objekt Im Objekttrager (22) gerichtet 
warden. 

so 11. Vorrichtung nach einem der Ansprflche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die von den Strahlerzeugungseinrichtun- 
gen erzeugten, anschlieBend behandelten, 
umgelenkten und auf das jeweilige Objekt fo- 
kussierten Lichtstrahlen alls im wesentiichen in 
derseiben ersten Ebene liegen, 
daB der Objekttrager (22) sich in einer zweiten 
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Ebene (x-y-Ebene) senkrecht zur ersten Ebene 
• befindet 

und daB die Spiegel bzw. Strahlteilar (7, 8, 9, 
, 19, 20) zur Umlenkung der einzelnen Ucht- 

strahlen ebenfalls in Ebenen im wes8ntlichen 
> senkrecht zur ersten Ebene angeordnet sind. 

12. Verfahren zur Handhabung, Bearbeitung und Be- 
obachtung Weiner Tellchen, insbesonder biologl- 
scher Teilchen, bei dem die Objekte in einem Ob- 
JekttrSger (22) mlt mindeslens einem ersten Laser 
(4), der Lichtstrahlen in einem ersten Wellenlangen- 
bereich erzeugt, in einer optischen Falle fixiert war- 
den und die Objekte mil Beobachtungs- und Auf- 
zeichnungssinrichtungen (1, 2,23) beobachtet war- 
den und/oder das Verhalten der Objekte aufge- 
zeichnet wird, und bai dem mindestens ein zwerter 
Laser (3) verwendet wird, der Lichtstrahlen in einem 
zweiten Wellenl&ngenberelch erzeugt, die mil aus- 
reichender Konvergariz fokussiert warden, urn im 
Bereich des Objekttragers (22) vorhandene Tell- 
chen zu behandeln, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS fur jeden der Lichtstrahlen von dam ersten 
* I^ser (4) urKi dem zweiten Laser (3) elne eige- 
v ne Aufweitoptik(l2, 13; 14, 15; 1 0, 1 1 ) verwen- 
det wird, die Jewells dreidimensional, insbeson- 
dere in drei orthogonalen Achsenrichtungen (x, 
y. z) einstelfoar sind, derart, 
daB die Lichtstrahlen in dem ersten Wei teniae 
genbereich, die Lichtstrahlen in dem zweiten 
Wellenl&ngenbereich und die Llchlstrahlen ei- 
nes Baobachtungslichtes jeweils: unabhangig. 
vonelnander mlt separaten optlschen Einrich- 
tungen in der Objeklebene (x-^-Ebene) ein- 
stellbarund in Achsenrichtung (z-Richtung) fo- 
. kussierbar sind 
und daB die Lichtstrahlen in dem ersten Wel- 
lenlangenbereich, die Lichtslrahlen in dem 
zweiten Wellenlangenbereich und die Licht- 
strahlen des Beobachtungsifchtes zu Beginn 
der Handhabung und Beobachlung unabhan- 
gig von hren Welleniangen in dereelben Ob- 
jektebene (x-y-Ebene) des Objekttragers (22) 
fokussiert warden, wobei die einzelnen Strah- 
ien unabhfingig voneinander beeinfluBt werden 
konnen, urn Bewegungen der Teilchen in dem 
Objekttrager (22) zu erreichen und diese ganz 
gezlelt an elner gewOnschten Stelle ihrer drel- 
dimensionaien Ausdehnung bearbeiten zu 
konnen, und wobei die Fokussierung fur das 
sichtbare Beobachtungsiicht erhalten bleiben 
kann. 
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13. Verfahren nach Anspruch 1 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein in deroptischen Falle des jeweiligen ersten 



Lasers (4) gefangenes Teilchen 

a) durch Versteiien von mindestens ehem 
Uchtstrahl In dem ersten Wellenlangenbereich 
in x-y-Richtung und/oder 

b) durch Versteiien des Objekttragers (22) In x- 
y-Rlchtung in der Objeklebene verschiebbar 
ist, 

wobei im Falle a) nur das gefangene Teilchen und 
: im Falie b) samtliche Teilchen, ausgenomrnen das 
gefangene Teilchen, bewegt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein in deroptischen Falle des jeweiligen ersten 
Lasers (4) gefangenes Teilchen 

a) durch Versteiien der Fokuslage von-minde- 
stens einem Lichtstrahl in dem ersten Wellen- 
langenbereich in z-Rlchtung;und/oder 

b) durch Versteiien des Objektivs (21 ) und/oder 
des Objekttragers (22) Inz-Richtung verschieb- 
bar ist, 

wobei Im Falle a) das gefangene Teilchen aus der 
gewahlten Beobachtungsebene heraus bewegt 
wird und im Falle b) das gefangene Teilchen in der 
gewahlten Beobachtungsebene bleibt 

15. Verfahren nach einem der AhsprOche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS bei Verwendung von mindestens zwei getrenn- 
ten Lichtstrahlen in dem ersten Wellenlanganbe- 
relch elne Drehung eines Tellchens in der optlschen 
- Falle dadurch erfolgt, daB 

a) der elne Uchtstrahl in seiner Ausgangsstel- 
iung bleibt und der andere Lichtstrahl eine Be- 

; wegung in x-y-Rfchtung austuhrt, oder - 

b) der eine Lichtstrahl in seiner Ausgarigsstel- 
lung bleibt und der andere Uchtstrahl eine Be- 
wegung In z-Richtung ausf uhrt, Oder 

c) zumindest zwei Lichtstrahlen entgegenge- 
setzte Bewegungen Oder unterschiedllch wette 
Bewegungen in z-Richtung ausfOhren, oder 

d) Kombinationen der Bewegungen gem&B a), 
b) und c) ausgafGhrt werdem 

16. Verfahren nach einem der AnsprOche 12 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Behandlung der Teilchen mit den Licht- 
strahlen In dem zweiten Wellenlangenbereich 
h eher beliebig wShlbaren x-y-Ebene des Ob- 
jekttragers (22) durchgeffihrt wird, 
wobei die Beobachtungsebene in dereelben 
Ebene oder einer anderen, parallel dazu lie- 
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genden Ebene vorgenommen werden kana 

17. Verfahren nach einem dar Ansprfiche 12 bis 1 6, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafc fQr die Fixierung der Teilchen in der optischen & 
Falle etehtbare Oder IR-Laserstrahlen und fOr die 
Behandlung der Teilchen UV-Laserstrahlen, insbe- 
sondere gepulsle UV-Laserstrahlen verwendet 
werden. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 17, 
dadurch gakennzeichnet, 

daB samtliche Lichtstrahien gleichzeltig durch das- 
selbe Objektlv (21) auf das enlsprechende Objekt 
im Objekttrager (22) gerichtet warden konnen. 

19, Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 1B, 
dadurch gekennzelchnet, 

daG samtliche Uchtstrahlen zur Steuerung der Be- 
handlung und/oder Beobachlung unabhangig von- 
einander in ihrer Intensltat einstellbar und/oder ein- 
schaltbar bzw. ausschaltbar sind. 



Claims 

1 . Apparatus lor the manipulation, processing and ob- 
servation of small particles, h particular biological 
particles, comprising 

at least one first laser (4) thai generates light 
beams in a first wavelength range, which are 
focused with sufficient convergence by means 
of a first optical device (12, 13; 14, 15; 21) to 
torm an optical trap in a predetermined region, 
an object holder (22) to contain particles, in par- 
ticular biological particles, 

- a light source (17) for observation light, and 
observation and recording devices (1, 2, 23) 
with which to observe particles in the object 
holder (22) and to record their behavior, and 

- at least one second laser (3) that generates 
light beams in a second wavelength range, 
which are focused with sufficient convergence 
by means of a second optical device (10, 11; 
21) to manipulate particles present in the region 
of the object holder (22), 

characterized in that 

for each of the beams from the first laser (4) 
and the second laser (3) its own diverging optic 
(12, 13; 14, 15; 10, 11) is provided, which in 
each case is adjustable in three dimensions, in 
particular along three orthogonal coordinates 
(x, y, z) in such a manner 
that the optical devices (10, 11; 12 to 15; 21) for 
the beams in the first wavelength range, for the 
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beams in the second wavelength range, and for 
the beams of the observation light can each be 
positioned and focused separately and inde- 
pendently of one another; 
and in that the beams in the first wavelength 
range, the beams in the second wavelength 
range and the beams of the observation light 
are focused at the beginning of manipulation 
and observation in the same object plane (x-y 
plane) of the object holder (22), regardless of 
their wavelengths, 

wherein the respective beams can bs influ- 
enced independently of one another in order to 
achieve movements of the particles within the 
object holder (22) andto process them at a spe- 
cifically targeted position within their three-di- 
mensional extent, and wherein the focusing 
can be preserved for the visible observation 
light 



2. Apparatus as claimed In Claim 1 , 

characterized in that each of the first lasers (4) is a 
laser with wavelength that can be adjusted where 
appropriate, in particular an IR laser, 
25 and in that each of the second lasers (3) is a UV 
laser with wavelength that can be adjusted where 
appropriate, in particular a pulsed UV laser. 



30 



Apparatus as claimed in Claim 1 or 2, 
characterized in that each of the first lasers (4) is 
an Nd:YAG laser, an Nd: YLF laser*or a titanium- 
sapphire laser, and in that each of the,second lasers 
(3) is a nitrogen laser, a frequency-multiplied I R la- 
ser or a pumped dye laser. 
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4. Apparatus as claimed in any one of Claims 1 to 3, 
characterized in that all of the first lasers (4) and the 
second lasers (3) are arranged in the same tower 
(5) but can be positioned and adjusted indepand- 

& ently of one another. . 

5. Apparatus as claimed in any one of Claims 1 to 4, 
characterized in that the light beam of the first laser 
(4) is divided by a beam splitter (1 6) that produces 

45 at least first and second beams In the first wave- 
length range, which pass separately over at least 
part of their paths and are then directed onto the 
object in the object holder (22). 

» 6. Apparatus as claimed In Claim 5, 

characterized in that the beam splitter (16) is a po- 
larizing beam splitter that generates a first beam at 
s-poiarized fight and a second beam of p -polarized 
light and adjusts the phase shift between these two 

« beams, 

and in that the percentage relationship between the 
intensities of the individual beams In the first wave- 
length range is adjustable. 
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7. Apparatus as claimed in any one of Claims 1 to 6, 
characterized In that the mirrors and beam splitters 
{8, 9, 20) provided in the path of the beams from the 
fi rst laser (4) and the second laser (3) can be rotaled 

or lilted independently of the diverging optics. s 

8. Apparatus as claimed in any one of Claims 1 to 7, 
characterized in 1hat the beam of the observation 
light can be focused on the object in the object hold- 
er (22) by adjusting the objective (2 1 ) and/or th e ob- 10 
jed holder (22) along the optical axis (z direction); 
and in that the site of observation for the beam of 
the observation light in the object plane (x-y plane) 
can be adjusted by adjusting the object holder (22) 

in an Xry plane within the object plane. is 

9. Apparatus as claimed in any one of Claims 1 to 8, 
characterized In that in the path of 1he beam from 
each of the first lasers (4) and second lasers (3) a 

• \ beam attenuator (18,25) is pruvided.-with which the so 
beams in 1he associated wavelength range can be 
attenuated, in preset steps or continuously, before 
they are directed onto the object in the object holder 
(22). , , 



10. Apparatus as claimed In any one of Claims 1 to &, 
characterized in that the light beams in the first 
wave length range and the light beams in the second 
wavelength range are directed onto the relevant ob- 
ject in the object holder (22) through a common ob- - sp 
lective (21) by way of a common mirror (7). 



11 - Apparatus as claimed In any one of Claims 1 to 1 0, 
characterized in thai the light beams generated by 
the beam-generating devices and subsequently 
treated, deflected and tocused on the relevant ob- 
ject all lie in substantially the same first plane; 
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in thai the object holder (22) is positioned in a 
second plane (x-y plane) perpendicular to the 40 
first plane; 

and in that the mirrors or beam splitters (7, 8, 
9, 1 9, 20) to deflect the individual light beams 
are likewise arranged in planes substantially 
perpendicular to the first plane. 45 

12. A method for the manipulation, processing and ob- 
servation of small particles, in particular biological 
particles, in which the objects in an object holder 
(22) are fixed in an optical trap by means of at least w 
one first laser (4) that generates light beams in a 
first wavelength range and the objects are observed 
and/or their behavior is recorded with observation 
and recording devices (1 , 2, 23), and in which at 
least one second laser (3) Is used, which generates & 
light beams in a second wavelength range that are 
focused with sufficient convergence to manipulate 
particles present in the region of the object holder 



(22). 

characterized In that for each of the beams from the 
first laser (4) and the second laser (3) its own di- 
verging optic (12, 13; 14, 15; 10, 11) is used, which 
in each case is adjustable in three dimensions, in 
particular along three orthogonal coordinates (x, y, 
z) in such a manner that the light beams in the first 
wavelength range, the lig^t beams in the second 
wavelength range and the beams of the observation 
light can each be adjusted in the object plane (x-y 
plane) andfocused In the axial direction (z direction) 
with separate optical devices, independently o1 one 
another; 

and in that the beams in the first wavelength 
range, the beams in the second wavelength 
range and the beams of the observation light 
are focused at the beginning of manipulation 
and observation in the same object plane (x-y 
plane) of the object holder (22), regardless o1 
their wavelengths, 

wherein the respective beams can be influ- 
enced Independently of one another in order 10 
achieve movements of the particles within the 
object holder (22) and to process them at a spe- 
cifically targeted position within their three<Ji- 
mensioned extent, wherein the focusing can be 
preserved for Ihe visible observation light. 

13. Method as claimed in Claim 12, 
characterized In that a particle captured in the opti- 

: cal trap of each of the first lasers (4) can be shifted 
within the object plane 

(a) by displacing at least one light beam in the 
first wavelength range in the x-y direction and/ 
or 

(b) by displacing the object holder (22) in the x- 
y direction in the object plane, 

whereby in case (a) only the captured particle is 
moved and in case (b) all particles except for the 
captured particle are moved. 

14. Method as claimed in Claim 12 or Claim 13, 
characterized in that a particle captured in the opti- 
cal trap of each of the first lasers (4) can be shifted 
(a) by displacing the focus position of at least one 
light beam in the first wavelength range in the z di- 
rection andfor (b) by displacing the objective (21 ) 
and/or the object holder (22) in the z direction, 
whereby in case (a) the captured particle is moved 
out of the chosen observation plane and in case (b) 
the captured particle remains in the chosen obser- 
vation plane. 

15. Method as claimed In any one of Claims 12 to 14, 
characterized in that when at least two separate 
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light beams in the first wavelength range are used, 
rotation of a particle In the optical trap is brought 
about 

(a) by leaving one beam in its starting position s 
and moving the other beam in the x-y direction, 

or 

(b) by leaving one beam in its starting position 
and moving the other beam in the 2 direction, or 

(c) by moving at least two light beams in oppo- 10 
site directions or over different distances along 
the 2 axis, or 

(d) by combinations of the movements accord- 
ing to (a), (b) and (c). 

is 

16. Method as claimed in any one of Claims 12 to 15, 
characterized in that the manipulation of the parti- 
cles with the light beams In the second wavelength 
range Is carried out in an arbitrarily selectable x-y 
plane of the object holder (22), and the observation 20 
plane can be situated in the same plane or another 
plane parallel 1o it 

17. Method as claimed in any one of Claims 12 to 16, 
characterized in that to fix Ihe particles in the optical 2s 
trap visible or 1R laser beams are used and for ma- 
nipulation of the particles UV laser beams, in par- 
ticular pulsed UV laser beams, are used. 

ta Method as claimed in any one of Claims 12 to 17, so 
characterized in that all the light beams can be di- 
rected srnultaneously onto the relevant object in 
the object holder (22) Ihrough the same objective 
(21). 

3S 

19. Method as claimed in any one of Claims 12 to 18, 
characterized in that ail the light beams tor control- 
ling the manipulation and/or observation can be ad- 
justed in their intensity and/or be turned on and off 
independently of one another. 40 



Revindications 

1. Dlspositif penmettant de manipuler, de traiter et 45 
cFobserver de petites particules, notamment des 
particules biologlques, comprenant 

au moins un premier laser (4) produisant des 
rayons lumineux dans une premiere plage de &> 
longueurs d'ondes pouvant §tre focalises avec 
suffisammenl de convergences avec un pre- 
mier dispositif optique (12,13 ; 14 ( 15 ; 21) pour 
. former un piege optique dans une zone prede- 
termined, 65 
un support (22) d'objets pour recevoir ies par- 
ticules, notamment Ies parttcules biologlques, 
une source lumineuse (17) pour une lumiere 



d 'observation et 

des dlsposltlfs d'observation et d'enregistre- 
ment (1 ,2,23) pour observer Ies petites particu- . 
Ies sur le support (22) cfobjets el en enregistrer 
leur comportement, et 

au moins un deuxieme laser (3) generant des 
rayons lumineux dans une seconde plage de 
longueurs d'ondes pouvant etre focalises avec 
sutfisamment de convergences par un deuxie- 
me dispositif optique (10,11 ; 21) afin de pou- 
voir traiter ies petites particules sttuees dans la 
zone du support (22) d'objets 

caracteYise en ce qu'il est prevu pour chaque rayon 
lumineux du premier (4) at second (3) laser sa pro- 
pre optique de grossissement (12,13; 14,15; 
10,11) qui chacune peut elre reglable en trois di- 
- menslons, notamment dans Ies trois axes orthogo- 
naux (x, y, z) t de telle sorte que Ies dispositlfs optl- 
ques (10,11; 12 k 15 ; 21 ) pour Ies rayons lumineux 
de la premiere plage de longueurs d'ondes, pour Ies 
rayons lumineux de ia seconde plage de longueurs 
cfondes et pour Ies rayons lumineux de la lumiere 
d'observation sont chacun reglable en position el 
en focalisation de maniere separae et inddpendam- 
ment des uns des aulres et en ce que Ies rayons 
lumineux de la premiere plage de longueurs cfon- 
des, Ies rayons lumineux de la seconde plage de 
longueurs cfondes, et Ies rayons lumineux de la lu- 
miere d'observation sont focalises au debut de la 
manipulation et de Tobservation dandle meme plan - 
objet (plan x-y) du support (22) d'objets indepen- 
damment de leur longueurs d'ondes, localisation 
dans laquelle chaque rayonnement peut etre h- 
fluency independamment des autres afin cfobtenir - 
le mouvement des petites particules dans le sup- 
port (22) d'objets et afin de pouvoir travailler celle- 
ci de maniere tres clblee en une position souhaltee 
de Isurenveloppe tridimensionnelie, etdans laquel- 
le la localisation de la lumiere visible d'observation 
peut rester maintenue. 

2. Dispositif selon la revindication 1, caractense en 
ce que le premier laser correspondent (4) est un la- 
ser le cas echeant reglable en sa longueur d'ondes, 
notamment un laser I H et en ce que le second laser 
correspondent (3) est un laser UV le cas dcManl 
reglable en sa longueur d'ondes, notamment un la- 
ser UV pulse. 

3. Dispositif selon Tune des revendications 1 ou 2, ca- 
racterisS en ce que le premier laser correspondent 
(4) est un laser Nd-YAG, un laser Nd-YLF ou un la- 
ser-saphir-titan et que le second laser correspon- 
dant (3) est un laser & azote, un laser IR plurMre- 
quentiel ou un laser de couleur pulses. 

4. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 3, ca- 
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racterisden ce que le premier teser correspondant 
(4) et le second laser correspondant (3) son! agen- 
ces dans la mama tour (5) mais sont reglablas en 
position et ajustables independamment Tun de 
('autre. 5 

5. Dlspositif selon Tune des revendications 1 a. 4, ca- 
racterise~ en ce que le rayon lumineux du premier 
laser (4) peut etre separe* par un sSparateur de lu- 
miere (16) produisant au moins un premier et un 10 
second rayonnement de lumfere dans. la premidre 
plage de longueurs cfondes qui sont guides au 
moins partial lament de maniere sepiarSe et qui sont 
ensulte dlrlges sur.l'objel du support (22) cfobjets.' 

is 

6. Disposltif selon la revendlcation 5, caracteYi$6 en 
ce que le separaleur de lumiere (16) est un sepa- 
rateur de lumiere polarlsant produisant un premier 
rayon lumineux avec une lumiere polaris6e-s et un 
second rayon lumineux avec une lumiere polarises- 20 
p et §1ablissant la phase entre ces deux rayons lu- 
mineux, et en ce que le rapport en pourcentage en- 
tre les Intensites des rayonnements lumineux res- 
peclife au sein de la premiere plage de longueurs 
d*ond es est reg fable. 2& 

7. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 6, ca- 
racterise* en ce que ies mirolrs et les drvlseurs de 
lumiere (8,9,20) prevus sur les voies lumineuses 
des rayons lumineux des premier (4) et second (3) 30 
lasers peuvent fitre toumes et bascules indepen- 
damment des optiques de grossissement. 

8. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 7, ca- 
racterlse* en ce que le rayon lumineux de la lumiere & 
d'observation peut fitre focalisS par reglage de f ob- 
jectif (21) eVou du support (22) d'objets le long de 
I'axe optique (axe-z) passant par Pobjel sur le sup- 
port (22) cfobjets et en ce que le lieu d'observation 
pour le rayon lumineux de la lumiere d'observation *o 
est rSglable dans le plan cfobjet (plan x-y) par re- 
glage du support (22) d'objets h I'irtterieur du plan 
objet selon un plan x-y. 

9. Dispositif selon i'une des revendications 1 h 8, ca- 45 
racterise' en ce qu'il est prevu un r6ducteur de 
rayons sur les voles lumineuses du premier (4) res- 
pectivement du second (3) laser, reducteur avec le- 
quel les rayons lumineux dans leurs plages de lon- 
gueurs d'ondes respective peuvent etre dimlnues so 
de maniere continue ou pas a pas avant qu'ils ne 
solent dirfges sur I'objet du support (22) d'objets. 

10. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 9, ca- 
racterise* en ce que les rayons lumineux dans la pre- ss 
miere plage de longueurs d'ondes et les rayons lu- 
mineux dans la seconde plage de longueurs cfon- 
des sont diriges sur leur. objet respectif du support 



(22) cfobjets au travers cfun miroir commun (7) el 
au travers d'un objectif commun (21 ). 

11. Dispositif selon I'une des revendications 1 h 10, ca- 
racterise* en ce que les rayons lumineux p rod u its 
par les disposttlfs de generation de rayonnement, 
ensulte trailes, devies et localises sur leurs objets 
respectils se situent tous sensiblement dans leur 
premier plan, en ce que le support (22) d'objets se 
situe dans un second plan (plan x-y) orthogonal au . 
premier plan et en ce que les miroire et diviseurs de 
rayonnement (7,8,9,1 9,20) d'orientation des rayon- 
nements lumineux individuals sont agences egale- 
ment sensiblement perpendlculaires au premier 
plan. 

12. Proceeds' de manipulation, traitement et d'observa- 
tion de petltes particules, notamment de particules 
bbloglques, dans lesquelles les objets sort! fixes 
dans un pisge optique dans un support (22) d'objets 
au moyen d'au moins un premier laser (4) produi- 
sant des rayons lumineux dans une premiere plage 
de longueurs d'ondes par lequel ces objets sont ob- 
serves et/ou leurs comportements son! enregistres 
par des dispositif s (1,2,23) d'observation etcfenre- 
glstrement, el dans lesquelles est utilise* au moins 
un second laser (3) produisant des rayons lumineux 
dans une seconde plage de longueurs cfondes lo- 
calised avec une convergence suffisante pourtrai- 
terJes petltes parties correspondant es dans la zone 
du support (22) d'objets caractSrise en ce qu'on uti- 
lise pour chaque rayon lumineux du premier (4) et 
second (3) lasers sa propre optique d'agrandlsse- 
ment (12,13 ; 14,15 ; 10,11) qui sont chacune regla- 
ble en trois dimensions, notamment dans lestrois 
axes orthogonaux (x, y, z) de telle sorte que les 
rayons lumineux dans la premiere plage de lon- 
gueurs d'ondes, les rayons lumineux dans la secon- 
ds plage de longueurs cfondes et les rayons lumi- 
neux d'une lumiere cfobservation sont reglables 
dans le plan de I'objet (plan x-y) et peuvent etre fo- 
calises dans le sens axial (sens z) chacun de ma- 
nure hdependante les uns des autres avec des dis- 
positif s optiques s spares et en ce que les rayons 
lumineux de la premidre plage de longueurs cfon- 
des, les rayons lumineux de fa seconde plage de 
longueurs d'ondes et les rayons lumineux de la lu- 
miere d'observation peuvent etre localises au debut 
de la manipulation et de ('observation independam- 
merrt de leurs longueurs d'ondes dans le m&me 
plan objets (plan x-y) du support (22) dbbjets, fo- 
calisation dans laquelle chacun des rayonnements 
peut etre influence independamment des autres 
afin d'obtenir un mouvement des petltes particules 
dans le support (22) d'objets, afin de pouvolr tra- 
vailler de maniere tout h fait cblee en une position 
souhaltee, leur enveloppe tridimensionnelle et dans 
lequel la totalisation pour la lumiere visible d'obser- 
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vation peut 6tre maintenue constante. 

13. ProcddS salon la revendication 12 caractens£ en 
ce qu'une petite particule p\6g6e dans le piege op- 
tique du premier laser correspondent (4) peut etre s 
deplacee 

a) par reglage d'au moins un rayon lumineux 
de la premiere plage de longueurs cfondes 
dans le sens x-y et/ou 10 

b) par reglage du support (22) cfobjets dans la 
direction x-y du plan objets, dans le premier cas 
a), seules les petites particules piagees peu- 
vent etre deplacees, et dans le second cas b) 
I'ensembls dss particules, hormis eel les pie- 
ges, peuvent etre deplacees. 

14. Proc^de selon les revendications 12 ou 13, carac- 
terise> en ce qu'une petfle particule piegee dans le 
piege optique du premier laser (4) correspondant 
peut etre deplacee 

a) par reglage de la situation de focalisation 
d'au moins un rayon lumineux dans la premiers 
zone de longueurs d'ondes el ceci dans le 25 
sens-2 et/ou 

b) par regtage dans le sens-2 de I'objectif (21 ) 
et/ou du support (22) d'objets, reglages par les- 
quels dans le premier cas a) les particules pie- 
gees sont deplacees hors du plan cfobserva- 30 
Won choisi el, dans le cas b), les petites parti- 
cules piegees sont maintsnues dans le plan 
d'observation choisi. 

15. Proc6de" selon Tune des revendications 12a 14, ca- 
racterise en ce que par utilisation cf au moins deux 
rayons lumineux separes dans la premiere plage de 
longueurs d'ondes, on obtient une rotation d'une 
petite particule dans le piege optique lorsque 

40 

a) Tun des rayons lumineux reste en sa position 
de sortie et Pautre rayon lumineux effectue un 
deplacement dans la direction x-y 

b) Tun des rayone lumineux reste en sa situa- 
tion de sortie et I'autre rayon lumineux eflectue 4s 
un deplacement dans la direction z, ou 

c) au moins deux rayons lumineux etfectuent 
des mouvements en sens contraire ou des 
mouvements cfamp leu r different e dans la di- 
rection z, ou so 

d) une combinaison des mouvements selon a), 
b) et c). 

16. Proc6d§ selon I'une des revendications 12a 15, ca- 
racterise en ce que le iraitement des petites parti- ss 
cules avec des rayons lumineux de la deuxieme 
plage de longueurs d'ondes est effectuS dans un 
plan x-y quelconque du support (22) cfobjets, le 



325 B1 24 

plan cfobservation pouvant Sirs ce meme plan ou 
un autre plan parallels a ce premier. 

17. Proc6deeeion Tune des revendications 12 a 16, ca- 
racte>ise* en ce qu'on utilise des rayons lasers visi- 
bles ou infrarouges pour la fixation des petites par- 
ticules dans le puits optique et des rayons lasers 
UV, notamment dss rayons lasers UV pulses, pour 
le traitement des petites particules. 

18. Proceed selon Tune des revendications 12 a 17, ca- 
racterisd en csqus I* ensemble des rayons lumineux 
peut simultanement dtrs dirige sur Fobjet corres- 
pondent du support (22) d'objets par le meme ob- 
jects (21). 

19. Proc6deselon Pune des revendications 12a 18, ca- 
racteris§ en ce que I'ensemb le des rayons lumineux 
est reglable en intensite et/ou peuvent etre ailumes 
ou eteints independamment les uns des autres pour 
conduire le traitement el/ou ('observation. 
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